









した．In vitro 環境下において，NAKTﾝ15細胞の 







ラフトの評価を行うと，in vivo 環境下では NAKTﾝ15
細胞の insulin 発現は，Northern blot，Western blot，
insulin 測定において，正常ヒト膵島細胞の約60％程度
であった．このように，可逆性不死化ヒト膵 beta 細
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ト膵 beta 細胞株（NAKTﾝ15）の膵 beta 細胞として
の性質や glucose 応答性 insulin 分泌機能に関して，in 




ト膵島を分離し単層化培養の後に，simian virus 40 
large Tﾝantigen（SV40T）発現レトロウイルスベクタ
ー SSR＃69を導入し，ハイグロマイシンで選別．次に 
beta 細胞選別のため MoFlo を用いて Newport Green
（NG）陽性細胞を回収し，その population に対して 
human telomerase reverse transcriptase（hTERT）
発現レトロウイルスベクター SSR＃197を感染させ不
死化を完成（図１）．271個のクローンを得，そのうち 
severe combined immunodeficiency（SCID）mice へ
の皮下移植（１×106 cells）にて腫瘍性がみられなか
った253個のクローンを得た．これらに対して，insulin 
と Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，Pdxﾝ１の発現の有無を 










に対して，insulin 及び膵 beta 細胞に特徴的な転写因
子（Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，Pdxﾝ１，prohormone 
convertase（PC)１/３，PC 2 ），及び分泌顆粒蛋白
（chromogranin A，synaptophysin）の発現の有無を，


















新鮮ヒト膵島を分離し単層化培養した後に，レトロウイルスベクター SSR＃69（SV40T を code）を導入．Newport Green 陽性細胞を 
sorting した後に，レトロウイルスベクター SSR＃197（hTERT を code）を導入．EGFP 陽性細胞を single cell cloning することで株
化．不死化遺伝子（SV40T，hTERT）の切り出しは，Cre 組換え酵素を code したアデノウイルスベクター AxCANCre を用いる．
13
mRNA 発現に関しては Northern blot を，蛋白発現に
関しては Western blot を行った．細胞の形態学的検討
に関しては，insulin/Pdxﾝ１免疫染色及び insulin 免疫
電顕にて検討した．insulin 分泌能に関しては，glucose 
及び非 glucose 性 insulin 分泌促進物質に対する応答
性を検討した．In vivo に関しては，復帰 NAKTﾝ15細
胞を，streptozotocin（STZ）で薬剤誘導性に糖尿病に
した SCID mice に移植（３×106 cells）することで移
植効果を検討した．
結　　　果
　復帰 NAKTﾝ15細胞における Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，




convertase（ PC)１/３，PC 2 や分泌顆粒蛋白の 
chromogranin A，Synaptophysin の発現が認められた
が ，非 beta 細 胞 ホ ル モ ン で あ る glucagon や 
somatostatin の発現は認められなかった（図２）．復帰 
NAKTﾝ15細胞に対する insulin 分泌試験に関しても，
glucose 応答性に insulin 分泌が認められ， insulin 
content，Cﾝpeptide content も正常ヒト膵島の約40％
の量が認められていた（図３）．復帰 NAKTﾝ15細胞を 
Matrigel 上で培養すると aggregation 形成する．細胞
質の insulin と核内の Pdxﾝ１を免疫染色にて確認す
ると，aggregation に伴って insulin 発現が強くなって
いる（図４ａﾝｆ）．また免疫電顕にて，insulin 陽性の
分泌顆粒が確認された（図４ｇﾝｊ）．




























immortalized human liver endothelial








































































(ａ)RTﾝPCR (30 cycles）：NAKTﾝ15細胞と復帰 NAKTﾝ15細胞中の SV40T 及び hTERT の検出．(ｂ)Northern blot analysis：
insulin 及び転写因子（Islﾝ1､ Pax6､ Nkx6.1 and Pdxﾝ1）の mRNA レベルの検出．Human islets and TMNKﾝ1 cells served as a positive 
and negative control､ respectively．(ｃ)Western blot analysis：insulin 及び転写因子（Islﾝ1､ Pax6､ Nkx6.1 and Pdxﾝ1）の蛋白レベ















Pdxﾝ１の発現を，Northern blot，Western blot にて
検討したところ，in vitro での復帰 NAKTﾝ15細胞よ
りは強く発現していたが，正常ヒト膵島と比べると発
現は弱かった（data not shown）．移植 NAKTﾝ15細胞


















































































図３ Reverted NAKTﾝ15細胞におけるインスリン分泌，インスリン含有及び Cﾝpeptide 含有
Reverted NAKTﾝ15細胞は，グルコース応答性にインスリンを分泌する．また，インスリン含有量及び Cﾝpeptide 含有量は，正常ヒ
ト膵島に比べて約４割程度であった．
図４ Reverted NAKTﾝ15細胞の形態学的検討
(ａ,ｂ,ｃ)位相差顕微鏡像 (mono-layer cultures of reverted NAKTﾝ 15 cells after 3 h) (ａ)，24 h (ｂ) or 48 h (ｃ) culture on 
Matrigel．(ｄ,ｅ,ｆ)インスリン染色 (red；cytoplasm) と Pdxﾝ１染色 (green；nucleus) at 3 h (ｄ)，24 h (ｅ)，and 48 h (ｆ)．
Aggregation formation (ｂ,ｃ) enhanced the production of insulin (ｅ,ｆ) in the reverted cells｡ Original magnification 200．免疫電
顕：インスリン分泌顆粒が陽性，reverted NAKTﾝ15 cells (ｇ,ｈ) and human islets (ｉ,ｊ)．Bars：(ｇ,ｉ)300ﾌ，(ｈ,ｊ)200ﾌ．
図５ 糖尿病マウスに対する Reverted NAKTﾝ15細胞の移植効果
(ａ,ｂ)薬剤誘導性糖尿病マウス（SCID mouse）の腎被膜下に Reverted NAKTﾝ15細胞を移植し，血糖値を測定．(ａ)血糖値，(ｂ)
生存曲線．移植後30週目に左腎（移植片）を摘出．
Diabetic mice､ diabetic SCID mice；Diabetic mice＋reverted NAKTﾝ15､ diabetic SCID mice transplanted with reverted NAKTﾝ15 
cells；Diabetic mice＋normal human islet､ diabetic SCID mice transplanted with normal human islets (2,000 islets)；Normal mice､ 




細胞はインスリン陽性であるが，膵と肝においてインスリン陽性細胞は認められず．Pancreatic sections from normal mice stained 
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＊P＜0.05 by Mann-Whitney U test､






＋normal human islet (n＝10)























EGFPﾝnegative cells sorting 処理と３つの安全弁を
備えている．
結　　　論
　可逆性不死化ヒト膵 beta 細胞株 NAKTﾝ15は，in 
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